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AS  - ácido salicílico 
ATP - 5’ trifosfato de adenosina 
D.O. - Densidade ótica 
DMSO - dimetilssulfoxido 
DNA - Do inglês “deoxyribunocleic acid” 
ECA - Do ingles "Enterobacterial common antigen"  
EDTA - Ácido etilenodiamino-tetra-acético 
GlcN - N-acetil glicosamina 
kb - Quilopares de base 
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Pi - Fosfato inorgânico 
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SDS - Dodecilsulfato de sódio 
Sm - Estreptomicina 
Tc - Tetraciclina 
Tris - (hidroximetil)-aminometano 
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 Bactérias do gênero Herbaspirillum são capazes de se associar com as 
principais monoculturas do ponto de vista econômico (trigo, milho, arroz e a cana-de-
açúcar). Essa associação pode ser benéfica, através da estimulação da liberação de 
fitormônios pela planta e pela fixação biológica de nitrogênio realizada pela bactéria, 
que tem a capacidade de diminuir a demanda por fertilizantes nitrogenados, grandes 
poluidores de afluentes. Uma adesão eficiente é essencial para que a interação 
planta-bactéria, os lipopolissacarideos (LPS) são moléculas volumosas e anfipáticas, 
presente na membrana externa de bactérias Gram-negativas, muitas vezes 
importantes para a adesão a diferentes superfícies, como nas raízes de plantas, e 
na resistência ambiental frente a substancias tóxicas.  O LPS conta com uma porção 
conservada, o antígeno comum anterobacteriano (ECA) e uma porção 
extremamente diversificada (O-antigeno), reconhecido como fator de patogênicidade 
em diversas bactérias. Buscando compreender a importância do LPS na interação 
planta-Herbaspirillum rubrisubalbicans, nesse trabalho foram construídos 3 mutantes 
para genes relacionados a biossíntese da molécula de LPS em H. rubrisubalbicans 
(rmlB, waaL e wecB) e foram conduzidos experimentos para determinar o perfil da 
molécula de LPS, perfil de colonização da raíz de milho e perfil de competição 
durante a adesão a raiz do milho, perfil de sensibilidade frente ao SDS e ao acido 
salicílico, produção de biofilme e capacidade de gerar doença em cultivar 
susceptível de sorgo. Nossos resultados mostram que esses genes estão 
relacionados com a formação do LPS integro e que embora a estrutura dessa 
molécula não tenha sido essencial para a colonização da raiz de milho e na 
formação da doença da estria vermelha no sorgo, ela foi essencial frente ao 
aparecimento abrupto de substancias toxicas e na manutenção da competitividade 
na rizosféra, principalmente no mutante do gene wecB, que também apresentou 
deficiência na produção de biofilme.  
 











 Bacterias from the genus Herbaspirillum are able to associate with the main 
monocultures from an economic point of view (wheat, corn, rice and sugarcane). This 
association may be beneficial, stimulating the release of phytohormones by the plant 
and through biological nitrogen fixation performed by the bacterium, which is able to 
reduce the demand for nitrogen fertilizers, great polluters of rivers. An efficient 
adhesion is essential for the plant-bacteria interaction, lipopolysaccharide (LPS) are 
bulky and amphipathic molecules present in the outer membrane of Gram-negative 
bacteria often important in adhesion to different surfaces such as the roots of plants, 
and environmental resistance against toxic substances. The LPS has a conserved 
portion, the enterobacterial common antigen (ECA) and an extremely diverse portion 
(O-antigen), recognized as a pathogenic factor in various bacteria. In order to 
evaluate the importance of LPS in the plant-Herbaspirillum rubrisubalbicans 
interaction, in this study were constructed 3 mutant of genes related in the 
biosynthesis of the LPS molecule in H. rubrisubalbicans (rmlB, Waal and wecB) and 
experiments were conducted to determine LPS molecule profile,  colonization profile 
to the corn roots and competition profile during adhesion, susceptibility profile against 
SDS and salicylic acid, biofilm production and ability to produce the red stripe 
disease in susceptible cultivar of sorghum. Our results show that these genes are 
related to the formation of an intact LPS and that although the structure of this 
molecule was not essential in the colonization of corn roots and the formation of red 
stripe disease in sorghum, it was essential to oppose the abrupt onset of toxic 
substances and maintaining competitiveness in the rhizosphere, especially in the 
wecB gene mutant, which also showed deficiency in the biofilm production. 
 
Keywords: Herbaspirillum, plant-bacteria interaction, LPS.    
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1 INTRODUÇÃO 
 
A crescente demanda por alimentos na atualidade tem feito necessário o 
aumento da produção agrícola, a utilização das bactérias promotoras de crescimento 
vegetal, como biofertilizante, é uma saída, evitando os danos causados ao meio 
ambiente. Uma Interação eficiente entre a planta e a bactéria deve ocorrer para que 
a promoção do crescimento ocorra. A colonização da planta pela bactéria depende 
de diversos fatores, dentre eles exopolissacarídeos, polissacarídeos capsulares 
(EPS) e lipopolissacarídeos (LPS). Desta forma, a compreensão dos mecanismos de 
colonização é indispensável para a utilização de bactérias promotoras de 
crescimento vegetal na agricultura. 
           Nitrogênio e fósforo são considerados os principais nutrientes que limitam o 
crescimento vegetal (SCHMID, 2006; PEÑUELAS et al., 2012;  ÅGREN et al., 2012). 
Baixas concentrações de nitrogênio levam a um crescimento diminuído das partes 
superiores do vegetal, que deposita matéria seca na raiz para garantir sua 
sobrevivência, diminuindo a produtividade em vegetais de interesse econômico. 
Estima-se que entre 40 e 60% do total da produção se dá pelo efeito direto de 
fertilizantes (STEWART et al., 2005). A concentração de nitrogênio deve ser 
suficiente para que ele consiga ser transportado da raíz (alta concentração) até as 
porções sob crescimento primário (ERICSSON et al., 1995). Esse problema é 
contornado com a suplementação do solo com adubos nitrogenados, principalmente 
nitrato de amônio e ureia, porém a utilização dos mesmos pode ser deletéria para o 
meio ambiente (CAMARGO & ALONSO, 2006).  
 Uma maneira de minimizar o efeito ambiental é a utilização de bactérias 
promotoras de crescimento vegetal, dentre elas, bactérias fixadoras de nitrogênio 
como as pertencentes ao gênero Herbaspirillum. Essas bactérias são endofíticas, 
gram-negativas capazes de se associar à raízes de plantas e fixar nitrogênio 
atmosférico em condições microaeróbias  (BALDANI et al., 1986a; SCHMID et al., 
2006). As bactérias do gênero Herbaspirillum se associam principalmente à 
gramíneas, tais quais o arroz, milho, trigo, sorgo, cana-de-açúcar (BALDANI et al., 
1986b), bananeira e abacaxizeiro (CRUZ et al., 2001) todos vegetais de relevância 
econômica. Essas culturas isoladamente contam com 35% da demanda mundial por 
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fertilizantes (4,5 milhões de toneladas em 2013), com 53% desse total referente 
apenas a fertilizantes nitrogenados (FUNDAÇÃO VALE, 2013), demonstrando o 
enorme potencial econômico e ambiental dos bioinoculantes.  
Herbaspirillum rubrisubalbicans M1, um diazotrofo endofítico, que é uma 
bactéria promotora de crescimento vegetal, mas apresenta um fenótipo diferente 
quando inoculado na variedade de cana de açúcar B-4362 e em variedades de 
sorgo. Esta bactéria causa a doença da estria mosqueada em cana-de-açúcar e da 
estria vermelha em variedades susceptíveis de sorgo. 
 Como H. rubrisubalbicans também pode promover o crescimento vegetal de 
cana de açúcar (OLIVEIRA et al., 2006) é necessário definir por que, em 
determinadas variedades, H.rubrisubalbicans M1 age como fitopatógeno. Alguns 
fatores diferenciais já foram apontados durante a comparação com H. seropedicae – 
espécie filogeneticamente relacionada e não patogênica - como a presença de um 
cluster de biossíntese de celulose e de proteínas relacionadas ao sistema de 
secreção do tipo III por H. rubrisubalbicans M1. O estudo de alguns destes fatores, 
como a biossíntese de celulose, mostrou-se importante para os processos de 
adesão, formação de biofilme e patogenicidade por H. rubrisubalbicans M1 
(MONTEIRO et al., 2012; TULESKI, 2013). 
 Diante dos dados disponíveis, podemos sugerir que vários fatores, ainda 
desconhecidos, podem também estar relacionados com os processos de 
patogenicidade. A elucidação destes fatores nos levará a entender como ocorre o 
desenvolvimento dos sintomas da doença e porque essa interação é espécie-
específica.  
 Em H. seropedicae a molécula de LPS é um fator importante para o processo 
de colonização (BALSANELLI et al., 2010 e BALSANELLI et al., 2013), esse trabalho 
tem como objetivo determinar se o LPS de H. rubrisubalbicans também esta 






    
2 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 
2.1 GENERO Herbaspirillum Spp. 
 
O primeiro membro descrito do gênero Herbaspirillum, o Herbaspirillum 
seropedicae, foi descrito por BALDANI e colaboradores em 1986 na cidade de 
seropédica, no Rio de janeiro. Inicialmente classificado como uma bactéria do 
gênero Pseudomonas e posteriormente alocado em seu próprio gênero (BALDANI et 
al., 1996a). A chave taxonômica segue como mostrado na TABELA 1, segundo “the 
catalogue of life”.  
 
 
   
 


















Espécie Herbaspirillum spp 
 
    TABELA 1: CHAVE TAXONOMICA DO GENERO HERBASPIRILLUM. Retirados do “the catalogue of 
life”  <http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/4259842>. 
 
 Atualmente o gênero conta com 15 espécies (TABELA 2), entre elas o 
H.rubrisubalbicans estirpe M1, principal alvo de estude contido nesse trabalho. 
 
ESPÉCIE  REFERÊNCIA 
Herbaspirillum seropedicae BALDANI et al., 1986 
Herbaspirillum rubrisubalbicans BALDANI et al., 1996 
Herbaspirillum lusitanum VALVERDE et al., 2003 
Herbaspirillum frisingense KIRCHHOF et al., 2001 
Herbaspirillum huttiens huttiense DING & YOKOTA, 2004 
Herbaspirillum huttiense Putei DING & YOKOTA, 2004 
Herbaspirillum hiltneri ROTHBALLER et al., 2006 
Herbaspirillum chlorophonolicum IM et al., 2004 
Herbaspirillum rizhosphaerae JUNG et al., 2007 
Herbaspirillum autotrophicum DING & YOKOTA, 2004 
Herbaspirillum aquaticum DOBRITSA et al., 2010 
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Herbaspirillum aurantiacum CARRO et al., 2012 
Herbaspirillum canariense CARRO et al., 2012 
Herbaspirillum soli CARRO et al., 2012 
Herbaspirillum psychrotolerans BAJERSKI et al., 2013 
 
TABELA 2: MEMBROS DO GENERO Herbaspirillum spp. 
 
 Essas bactérias são bastonetes Gram-negativos estritamente aeróbios, 
podendo se desenvolver em atmosferas microaeróbicas. Apresentam mobilidade, 
contendo um ou mais flagelos, podendo se apresentar em ambos os polos da célula. 
São capazes de utilizar diversas fontes de carbono com preferência para ácidos 
orgânicos como malato e lactato. Seu crescimento otimizado corre em torno de 30°C 
(BALDANI et al., 1986a; SCHIMIT et al., 2006).  
 Esse gênero é comumente encontrado em diversos ambientes associado a 
diversos vegetais. Alguns foram isolados associados a raízes de vegetais (H. 
seropedicae e H. rubrisubalbicans) e estruturas aéreas (H. rhizospherae e H. 
frisingense). Também foram encontrados em água doce de poços (H. huttiense 
huttiense, H. huttiense puttei e H. autotrophicum) e especificamente no solo das 
ilhas canarieas (H. aurantiacum, H. canariense e H. soli). Recentemente uma 
espécie foi encontrada ao leste da antártica (Herbaspirillum psychrotolerans). 
  
2.1.1 Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans 
 
 Essas bactérias são as duas espécies mais bem estudadas do gênero, 
pricipalmente H. seropedicae. O potencial como inoculante já foi avaliado 
préviamente, onde foi observado que plantas de arroz inoculadas com a estirpe Z67 
obtiveram um aumento de até 50% do peso seco da planta e um considerável 
aumento do nitrogênio contido no grão (BALDANI et al., 1996; JAMES et al., 2002). 
 Já foram observados diversos canaviais no Brasil sendo cultivados por mais 
de um século sem a necessidade de adubação, indicando que a fixação de 
nitrogênio foi essencial para o desenvolvimento dessa cultura, principalmente pelas 
bactérias do gênero Herbaspirillum e Gluconacetobacter diazotrophicus 
(DOBEREINER, 1992). Estes dados sugerem que o H. seropedicae tem grande 
16 
 
    
potencial como biofertilizante nitrogenado, além de estimular o desenvolvimento das 
plantas pela produção de fitohormônios (OLIVARES et al., 1997).  
 H. rubrisubalbicans foi descrito pela primeira vez por Christopher & Edgerton, 
(1932) como o causador da doença da estria mosqueada em cultivares de cana-de-
açucar e por Hale & Wilkie (1972) como o causador da doença da estria vermelha 
em sorgo. Apenas em 1996 que essa bactéria foi transferida para do gênero 
Pseudomonas para o gênero Herbaspirillum (BALDANI et al., 1996). Embora seja 
geneticamente a bactéria mais próxima ao H. seropedicae, essa bactéria se 
apresenta como um patógeno vegetal leve, enquanto H. seropedicae não é capaz de 
gerar doença associado à planta. 
 
2.2 INTERAÇÃO PLANTA-BACTÉRIA 
 
 A rizosfera conta com um elevado número de microrganismos de diversas 
espécies interagindo com a planta, seja de forma benéfica como de forma 
patogênica. As bactérias associativas estão presentes na maioria das espécies de 
planta, vivendo de modo latente ou ativo, colonizando tecidos específicos ou a 
planta toda. Podemos classificá-las dividindo em dois grupos: as epifíticas (que 
estão presente na superfície da planta) e as endofíticas (que podem ser isoladas do 
interior da planta) (HALLMANN et al., 1997).  
 Algumas bactérias endofíticas adentram a epiderme radicular através de 
enzimas hidrolíticas como celulases e pectinases (HALLMANN et al., 1997). 
 Em H. seropedicae a colonização ocorre de maneira não invasiva, através de 
reentrâncias e descontinuidades na epiderme radicular (MONTEIRO et al., 2012). 
Estudos realizados por Olivares e colaboradores (1996) concluíram que a infecção 
por Herbaspirillum spp. ocorre através da ligação da bactéria à superfície da planta, 
seguido de proliferação preferencialmente nas raízes secundárias e ferimentos, 
penetração e espalhamento da bactéria através dos espaços intercelulares e feixes 
vasculares das partes aéreas com subsequente colonização e estabelecimento nos 
vasos do xilema.  
 Em H. rubrisubalbicans o mecanismo parece ser diferente, em trabalho 
conduzido por Tuleski e colaboradores, foi observada a presença de 8 genes 
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relacionadas com a via de síntese e degradação da celulose (genes wss) na estirpe 
M1, podendo ser umas das razões da patogênicidade de H. rubrisubalbicans. 
  Um ponto interessante a ser discutido é o fato de H. rubrisubalbicans produzir 
uma quantidade visivelmente superior de muco em relação a H. seropedicae, 
possivelmente EPS (JAMES et al., 1997), podendo ser um fator importante na 
adesão e competição superior dessa bactéria. 
 
2.3 LIPOPOLISSACARÍDEOS (LPS) 
 
 Observadas pela primeira vez por esforços de Luderitz and Westphal (1954), 
os LPS são macromoléculas ancoradas à membrana externa de bactérias gram-
negativas (COLLINS & FERRIER, 1995). O LPS é formado por três regiões: o 
lipídeo-A, o núcleo oligossacarídico e o antígeno-O (SUTHERLAND, 1985). A 
formação do lipideo-A e o O-antigeno iniciam na membrana interna em processos 
separados, são transportados para o espaço periplasmatico, montados e 
transportados para a membrana externa na forma de LPS íntegro. O lipídeo-A é a 
estrutura de ancoragem, irá conter toda a porção carboidrato do lipopolissacarideo 
ligado à membrana externa da bactéria (RIETSCHEL et al., 1994). A ligação entre o 
lipídeo-A e o núcleo oligossacarídico é dependente de duas moléculas do ácido 3-
deoxi-D-mano-oct-2-ulosônico (Kdo), ligado ao C-6 livre de uma das N-
acetilglicosaminas (RAETZ & WHITFIELD, 2002). O núcleo pode ser dividido em 
núcleo interno, composto por duas moléculas de Kdo e heptoses, e em núcleo 
externo, composto de hexoses piranosídicas, estas estruturas são muito bem 
conservadas e contem carboidratos exclusivos às bactérias, como heptoses e 
manose (RAETZ, 1990). O O-antígeno corresponde a porção com variabilidade 
interespecífica, sendo comumente formada por unidades oligossacarídicas 
repetitivas, onde diferentes níveis de polimerização produzem cadeias com massas 
moleculares diferentes, também denominadas como estruturas truncadas, fenômeno 
que confere o padrão de bandas na análise eletroforética caracteristicas de LPS 
(ERRIDGE et al., 2002). Essas cadeias polissacarídicas extremamente variadas 
serão responsáveis pelo 1° contato da bactéria com o ambiente, sendo a 1° linha de 
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defesa contra o estresse ambiental e também no reconhecimento e adesão à 
lectinas e consequente adesão hospedeiro-bactéria.   
 A FIGURA 1 mostra esquematicamente a estrutura do lipidio A, as porções 





FIGURA 1: ESTRUTURA ESQUEMÁTICA DA MOLÉCULA DE LPS.. (a)- mostra a estrutura do lipídio 
A, estrutura formada a partir da condensação entre 2 moléculas de n-acetilglicosamina ligadas à 
acido graxos no citosol, (b) essa molécula será ligada com 2 ou 3 moléculas de kdo e posteriormente 
às heptoses, será transferida para o espaço periplasmático onde sofrerá elongação de cadeia, 
formando o ECA e formará o LPS íntegro com a ligação da porção O-antigeno a ela. A porção O-
antígeno é montada separadamente no citosol, carreada por um acido graxo de 52c (undecapreno 
fosfato), também é transportada ao espaço periplasmático e elongada.  A molécula completa do LPS 
é então transportada via transportador ABC para camada externa da membrana celular. O esquema é 




 O LPS representa cerca de 5% do peso seco de uma bactéria gram-negativa. 
Esse volume celular unido a característica anfipática do LPS impõe uma grande 
importância na interação com o microambiente e na competição direta com outros 
microrganismos (MORRISON, 1975).    
 O LPS é um dos principais responsáveis na adesão de bactérias a diversas 
superfícies, faz o reconhecimento de células vegetais e animais através do O-
antígeno, diretamente responsável pela virulência de diversas espécies de bactérias. 
A ramnose é um monossacarídeo comumente associado à adesão e virulência de 
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diversos gêneros e espécies bacterianas (COLEMAN et al., 1979; JIANG et al., 
1991; McPHERSON et al., 1994; TOMIHISA et al,. 1999; CHIANG et al., 1999 e WEI 
et al., 2006) 
 A perda ou alteração da estrutura do O-antígeno está relacionada com a 
perda da virulência em Pseudomonas syringae (SMITH et al., 1994) e com a 
diminuição da colonização de plantas de batata por Pseudomas putida (WEGER et 
al., 1989). Durante a simbiose com rizóbios a nodulação de leguminosas foi alterada 
na ausência de LPS intactos (CARLSON et al., 1995; MAAGD et al., 1998). Estirpes 
mutantes de Rizóbios na produção de LPS permanecem nos cordões de infecção, 
sem chegar ao estado de bacteróides fixadores de nitrogênio (NOEL et al., 1986), 
não ocorrendo o desenvolvimento completo dos nódulos em diversos legumes 
(NOEL et al., 1986; CAMPBELL et al., 2002; BROUGHTON et al., 2006). Mutantes 
de R. etli que possuem um LPS truncado formam nódulos defeituosos e não fixam 
nitrogênio (NOEL & DUELLI, 2000).  
            Estirpes mutantes de H.seropedicae SmR1 nos genes rmlB e rmlC  
(sinonímia rfbB e rfbC), envolvidos na biossíntese de ramnose apresentaram uma 
alteração drástica na composição e estrutura do LPS de H. seropedicae SmR1, o 
que causou a diminuição da capacidade de adesão e colonização endofítica desta 
bactéria (BALSANELLI et al., 2010).A estirpe mutante waaL de H. seropedicae 
SmR1 produziu um LPS sem a porção de O-antígeno do LPS, e foi deficiente na 
colonização (BALSANELLI et al., 2014). Balsanelli e colaboradores em 2014 
também sugeriram que o H. seropedicae usa o LPS para aderir em receptores 
proteicos vegetais possivelmente pelo reconhecimento e ligação a lectinas.  
            A partir de analises in silico realizadas previamente a este trabalho (FIGURA 
2), foram construídas três estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans em genes 
envolvidos com a biosíntese de LPS com o objetivo de demonstrar o papel do LPS 




    
2.4 ANÁLISES in silico DA VIA DE BIOSSÍNTESE DE LPS EM H. rubrisubalbicans 
  
 A análise in silico buscando por genes relacionados com a biossíntese de 
LPS em H. seropedicae foi conduzida por BALSANELLI e colaboradores (2012) 
buscando similaridades contra diversos genomas descritos na literatura para 
bactérias produtoras de LPS. A partir de seus resultados, foi feita uma comparação 
dos genomas de H. rubrisubalbicans e H. seropedicae, buscando por similaridades 
em genes da via de biossíntese de LPS em H. rubrisubalbicans (FIGURA 2).  
 
FIGURA 2: ANÁLISE in silico MOSTRANDO OS GENES ENVOLVIDOS NA BIOSSINTESE DE LPS 
EM H. rubrisubalbicans. O operon LPX é responsável pela biossíntese do lipidio A, que será a base 
de sustentação da porção carboidrato. As 2° e 3° linhas mostram enzimas responsáveis pela síntese 
e modificação dos monossacarídeos. a ultima linha mostra os genes que codificam para 
transportadores e ligases, sendo a proteína msbA o transportador citossólico e o operon wz é 
responsável pela codificação do transportador ABC na membrana externa da célula.  
  
 Os resultados dessas análises mostram genes relacionados com a 
biossíntese de LPS agrupados em operons. O operon lpx está relacionado com a 
biossíntese do lipidio-A, esse processo se inicia com o produto do gene lpxA, que ira 
ligar uma molécula de acido graxo à UDP-N-acetilglucosamina, que será 
desacetilada pela proteína LpxC, essencial para a ancoragem na membrana externa 
da bactéria. LpxD faz a acilação da molécula gerando UDP-2,3-diacillglucosamina e 
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LpxH fosforila a molécula à 2,3-diacilglicosamina-1-fosfato (lipidio X) e Uridila 
monofosfato. A proteína LpxB condensa o lipidio X com seu precursor UDP-2,3-
diacilglicosamina formando o precursor do lipidio A. A molécula de lipidio A é 
finalizada por LpxK, que utiliza uma molécula de ATP para fosforilar a posição 4' da 
porção dissacaridio, gerando o lipidio-A. O produto do gene waaA esta relacionados 
com a transferência do kdo para o lipidio-A. O kdo-lipidio-A pode receber 
grupamentos lauril (lpxL) e grupamentos meristil (lpxM). Essa molécula de lipidio-A 
será transferida do citosol para o espaço periplasmatico através da lipídeo-A flipase 
(produto do gene msbA) (WILLIAMS et al., 2006).  
 Na biossintese do O-antígeno, temos os genes waa (sinonimia rfa) e gmh 
codificam para glicosiltransferases, responsáveis pela elongação da molécula. Para 
a diversidade estrutural do LPS contamos ainda com epimerases (genes gal e wec) 
e também os genes rml (sinonimia rfb) da via de biossintese de ramnose. A 
construção do O-antigeno acontece separadamente do carboidrato ligado ao lipídio 
A, inicia através da ligação de uma molécula de UDP-N-acetilglicosamina à uma 
molécula de undecaprenil fosfato através de wecA, etapa inicial da obtenção da 
porção conservada do O-antígeno. A partir dessas moléculas, no espaço 
periplasmático, as diferentes glicosiltransferases irão compor o restante do ECA e do 
O-antígeno. A O-antigeno ligase waaL é capaz de retirar a porção carboidrato do 
undecapreno fosfato e ligá-lo ao lipideo-A, formando o LPS íntegro (MEIER-DIETER 
et al., 1992). Genes wzm e wzt codificam para transportador ABC, que irá transportar 
o LPS completo para o espaço periplasmático a custas de ATP. O transporte da 
molécula de LPS do interior do periplasma para a monocamada externa da bactéria 
é pouco compreendido. A FIGURA 1c exemplifica o processo de montagem.  
 
2.4.1 Operon rmlABCD na biossintese de ramnose 
 
 Vários trabalhos mostram a importância da ramnose na composição da 
porção oligossacarídica em organismos patogênicos: Salmonella enterica(JIANG et 
al., 1991), Shigella flexneri (McPHERSON et al., 1994), Escherichia coli (COLEMAN 
et al., 1979), Salmonella entericasorotipotyphimurium, Pseudomonas aeruginosa; 
Streptococcus mutans (TOMIHISA et al,. 1999); Vibrio cholarae (CHIANG et al., 
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1999) , Mycobacterium tuberculosis (WEI et al., 2006), entre outras bactérias de 
interesse clínico. 
 A via de sintese da ramnose é dependente do operon rmlABCD e se incicia 
com a timidililação da glucose-1-fosfato na reação da enzima glucose-1-fosfato 
timidiltransferase (produto do gene rmlA), A proxima etapa, referente ao gene 
silenciado neste trabalho, consiste na oxidação e consequente desidratação do 
carbono 4 pela dTDP-glicose-4,6-dehidratase (produto do gene rmlB). O gene rmlC 
codifica para a dTDP-6-deoxi-D-xilo-4-hexulose 3,5-epimerase, que catalisa a 
epimerização dos carbonos C3 e C5 e o ultimo gene do operon, rmlD, codifica para 
a enzima dTDP-6-deoxi-l-lixo-4-hexulose redutase que por sua vez catalisa a 
redução do grupamento cetona no carbono C4, gerando dTDP-l-L-ramnose. 
 A figura a seguir, retirada de NASMITH & KLEIN mostra o posicionamento 
simplificado da via dentro da glicolise: 
 
 
FIGURA 3: VIA DE SINTESE DE D-RAMNOSE PELO OPERON rmlABCD (retirado de GIRAUD & 
NAISMITH, 2000) 
  
 A via da ramnose é altamente conservado em ambas bactérias Gram 
positivas e Gram negativas. Os genes necessários para a montagem do LPS são 
comumente encontrados em clusters próximos a genes rfb, porém em alguns casos 
esses genes podem estar dispersos pelo genoma, como em Streptococcus mutans, 
onde o gene rmlD se encontra distante desse cluster. 
 A ramnose é um dos principais constituintes do LPS da estirpe selvagem 
SmR1 de H. seropedicae (SERRATO, 2008). A mutação dos genes rmlB e rmlC em  
H. seropedicae alteraram a composição  do LPS, diminuindo a capacidade de 
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adesão e colonização endofítica por esta bactéria e também mostrou que a 
deficiência do gene rmlB pode diminuir a adesão em até 100 vezes. (BALSANELLI 
et al., 2010). 
 Por outro lado, já foi observado alguns casos onde a bactéria apresenta 
patogênicidade quando operon rmlABCD não está sendo expresso, como em estudo 
de ROBERTSON e colaboradores (1994) com o gênero Neisseria spp . 
 Na biossíntese do LPS, esse operom está presente no espaço periplasmático 
e é importante na formação da porção de alta variabilidade do O-antígeno 
(FIGURAS 1 e 2). 
   
2.4.2 Gene waaL e a ancoragem da molécula de LPS 
 
 O gene waaL, que codifica para a o-antigeno polimerase, é responsável pela 
montagem da porção o-antigeno ao lipidio A (FIGURAS 1). Esse gene foi 
mutagenizado por ser especifico para a presença da porção O-antígeno na molécula 
de LPS.   
 Já foi observado que o gene waaL de H. seropedicae é induzido durante a 
colonização da rizosfera de milho. A estirpe mutante de H.seropedicae no gene 
waaL possui um LPS sem a porção O-antígeno e teve a sua capacidade de 
colonização epifítica e endofitica prejudicadas. Vale frisar que o LPS de H. 
seropedicae se liga em uma lectina da raiz de milho, através do seu resíduo de N-
acetilglucosamina. Esses resultados mostraram que o gene waaL é essencial para a 
montagem correta da molécula de LPS e, consequentemente, para uma  
colonização eficiente em H.seropedicae. (BALSANELLI et al., 2013) 
 Essa abordagem também foi empregada nesse trabalho, visando avaliar se a 







    
2.4.3 Gene wecB e algumas consequências de sua mutagênese 
  
 Todas as bactérias produzem polímeros de carboidratos complexos os quais, 
quando incorporados à parede bacteriana ou envelope, comumente auxiliam na 
proteção da bactéria contra o ambiente, como o sistema imune de um hospedeiro. 
Muitos açucares, como a L-ramnose, não estão presentes em mamíferos superiores 
e são extremamente conservados em bactérias, mostrando a importância das 
epimerases (ALLARD et al., 2002). 
 O gene wecB, que codifica para a UDP-N-acetilglicosamina 2-epimerase, 
catalisa a epimerisação de UDP-N-acetilglicosamina para UDP-N-acetilmanosamina. 
A ausência dessa enzima leva a dois problemas à célula: reconhecimento celular 
diminuído e estrutura da parede celular é parcialmente perdida. 
 A N-acetilmanosamina é precursor dos ácidos siálicos, açucares muito 
importantes no reconhecimento imunológico e também presente nos 
sialoglicoconjugados, que podem compor o biofilme bacteriano (KEPLER, 2001).   
 A formação da parede celular, as bactérias comumente contem 2 ácidos 
teicóicos: poliglicerol fosfato (essencial para o crescimento celular) e o poliglicosil N-
acetilgalactosamina 1-fosfato  (dito não essencial). Essas moléculas são 
ancoradas ao peptidioglicano por unidades de ligação, como a N-acetilglicosamina e 
a N-acetilmanosamina. Quando a estrutura se completa, a célula apresentará baixo 
conteúdo de fosfatos e pode perder o formato de bacilo (SOLDO et al., 2002). 
 Embora a deleção no gene que codifica para a UDP-N-acetilglicosamina 2-
epimerase seja bastante danosa para a célula, quando N-acetilmanosamina 6-
fosfato está presente no meio de cultura, a bactéria pode captá-la via sistema 
fosfotransferases ManZYZ fosfoenol piruvato- dependentes (PTS) (KIM et al., 2004) 
e voltar a produzir uma certa quantidade de GluNAc ou acido N-acetilneuroaminico, 
que além da função estrutural, são uma boa fonte de energia para a célula 







    
3 OBJETIVOS 
 
 O objetivo deste trabalho é determinar o papel da molécula de LPS de 
Herbaspirillum rubrisubalbicans na interação desta bactéria com a planta.  Como 
objetivos parciais temos: 
1. Obter estirpes de H. rubrisubalbicans mutantes dos genes waaL, wecB e 
rmlB por inserção de cassete contendo gene de resistência à canamicina (Km) 
através de vetor suicida pSUP202;  
2. Determinar alterações no perfil do lipopolissacarídeo das estirpes selvagem 
e mutantes waaL, wecB e rmlB de H. rubrisubalbicans;  
3. Determinar o fenótipo da colonização endofítica de milho (Zea mays) pelas 
estirpes selvagem e mutantes rmlB,waaL e wecB de H. rubrisubalbicans;  
4. Determinar perfil de competição na colonização epifitica de raízes de milho 
entre os mutantes versus estirpes selvagens de H.seropedicae SmR1 e H. 
rubrisubalbicans M1; 
5. Determinar a participação dos genes rmlB, waaL e wecB na produção de 
biofilme por H.rubrisubalbicans 
7. Caracterizar o fenótipo de resistência das estirpes selvagem e mutantes 
waaL, wecB e rmlB de H. rubrisubalbicans à estresse químico;  
8. Determinar se as estirpes mutantes são capazes de causar a doença da 





    
4 MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1  BACTÉRIAS  
 
 As estirpes bacterianas utilizadas estão listadas na TABELA 3: 
 
 
TABELA 3: ESTIRPES E MUTANTES UTILIZADOS NESTE TRABALHO. 
     
  
ESTIRPE CARACTERÍSTICA REFERÊNCIA 
  
  Escherichia coli   
 
TOP10 
Estirpe para seleção do tipo blue/white 
screening devido a característica 
φ80lacZΔM15, SmR  
INVITROGEN 
 
  Herbaspirillum seropedicae   
 
SmR1 
Variante espontâneo da estirpe tipo 
Z78, SmR, Nif+,isolada de raízes de 
sorgo 





H. seropedicae contendo plasmidio 
para expressão da proteína 
fluorescente DsRed, KmR 
MONTEIRO et al., 
2008. 
 
  Herbaspirillum rubrisubalbicans   
 
M1 
Estirpe selvagem de 
H.rubrisubalbicans. 




Estirpe contendo um cassete de 
resistência a canamicina inserido no 






Estirpe contendo um cassete de 
resistência a canamicina inserido no 






Estirpe contendo um cassete de 
resistência a canamicina inserido no 




     TABELA 3: ESTIRPES E MUTANTES UTILIZADOS NESTE TRABALHO. 
 
4.2 PLASMÍDEOS  
Os plasmídeos e construções utilizados neste trabalho estão listados na TABELA 4. 
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  PLASMIDIO CARACTERISTICA REFERÊNCIA   
 
pSUP202 TcR, AmpR, CmR, mob. 





pSUP202 contendo gene rmlB 
truncado com cassete de canamicina 





pSUP202 contendo gene waaL 
truncado com cassete de canamicina 





pSUP202 contendo gene wecB 
truncado com cassete de canamicina 








 pGEM-T contendo gene rmlB 






pGEM-T contendo gene waaL 






pGEM-T contendo gene wecB 




      
TABELA 4: PLASMIDIOS UTILIZADOS E CONSTRUIDOS NESTE TRABALHO. 
 
4.3 CONDIÇÕES E MEIOS DE CULTIVO  
  
 As estirpes de Herbaspirillum spp. foram cultivadas em meio liquido NFb-
malato (ANEXO 1) (KLASSEN et al., 1997), contendo 50 mmol/L de solução de 
fosfatos (K2HPO4 17,8 g/L; KH2PO4 159,5 g/L) e 20mmol/L de cloreto de amônio, a 
30ºC, sob agitação a 120 rpm, por 24 horas. A adição de 15g/L e 1,75 g/L de ágar a 
esse meio da origem aos meios  NFb-malato sólido e semi-sólido , respectivamente. 
Escherichia coli foi cultivada em meio Luria-Bertani (LB) (ANEXO 2) (SAMBROOK  
et al., 1989) sob agitação a 120 rpm, à 37º C. A adição de 15 g/L de ágar ao meio LB 
origina o meio LA. Todos os meios foram esterelizados por autoclavação a 120ºC, 




    
4.4 ANTIBIÓTICOS  
 
 Os antibióticos e e as concentrações utilizadas para E.coli e  Herbaspirillum 
spp. estão assinalados na TABELA 5: 
      
  
ANTIBIÓTICO SIMBOLO 






Canamicina Km 100 500 
 
 
Ampicilina Amp 250 250 
 
 
tetraciclina Tc 10 10 
 
 
estreptomicina Sm 80 80 
 
  Cloranfenicol Cm 30 10   
      TABELA 5: PREPARO DE ESTOQUES E CONCENTRAÇÕES USUAIS DOS ANTIBIÓTICOS 
UTILIZADOS NESTRE TRABALHO.  
 
  
 As soluções estoques de antibióticos canamicina, ampicilina e estreptomicina, 
foram preparadas em água destilada autoclavada e esterilizadas por filtração 
(Millipore HAWP 25 0,45m). A solução estoque de tetraciclina foi preparada em 
etanol 70% e a solução de cloranfenicol foi dissolvido em DMSO. Todas as soluções 
de antibióticos foram estocadas a -20ºC e as soluções em uso foram mantidas a 
4°C.  
 
4.5 PRIMERS UTILIZADOS NESTE TRABALHO 
 
 A lista contendo os primers utilizados nesse trabalho indicando a sequencia, 






    
  
Primer Sequência gene  
Tm 







































  Hr_wecB F 5' - AGACGGCTGATATCGCTTACGA  58   
 





HR_RFBcrV 5' - TGCCAGCGTTCGGGATCCTG   
  M13 Fw 5' - GGTTTTCCCAGTCACGAC 
lacZ 
55  
  M13 Rv 5' - GGAAACAGCTATGACCATG 55   
 
TABELA 6: LISTA DE PRIMERS UTILIZADOS NESSE TRABALHO. 
 
4.6 MANUTENÇÃO DAS ESTIRPES BACTERIANAS 
 
  As estirpes de E. coli foram estocadas em glicerol 50% a -20ºC para uso 
continuo ou -80°C para estoques de longo prazo. As estirpes de Herbaspirillum spp 
foram estocadas em frascos de vidros de 5mL contendo 4mL de meio NFbHPN 
semissólido, a temperatura ambiente, sem agitação e devidamente lacrados com 
filme de silicone. Os estoques em glicerol podem ser mantidos por até 12 meses, 
estirpes selvagens de Herbaspirillum spp. podem ser mantidos por até 6 meses em 
meio semissólido e as estirpes mutantes e principalmente as bactérias carreadoras 
de plasmídios devem ser repicadas com frequência. 
 
4.7 TÉCNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR 




    
 O DNA genômico foi extraído através da fervura direta de 500µL de cultura 
em fase estacionária ou de 1 colonia tomada de meio solido em 500µL de água 
ultrapura estéril por 15 minutos e então centrifugar por 5 minutos a 10000g e utilizar 
o sobrenadante. 
 
4.7.2 Extração e purificação de DNA plasmidial  
 
 A técnica utilizada foi a lise alcalina ou miniprep (SAMBROOK, 1989).
 1,5mL de cultura saturada contendo o plasmídeo de interesse foram 
centrifugadas por 1 minuto a 12.000g. As células foram ressuspensas em 150µl de 
tampão GET (glucose 50 mM, EDTA 1 mM, Tris 25 mM pH 8) contendo 1 U.I. de 
RNAse fervida e incubada em banho de gelo por 5 minutos. 150µl de solução de lise 
(SDS 1%, NaOH 0,18 M) foram adicionados e suavemente homogeneizado. Após no 
máximo 5 minutos, a lise foi interrompida pela adição de 150 µL de tampão KCAF 
(tampão fosfato e ácido fórmico 3M, pH 4,8). Após 30 minutos em banho de gelo a 
mistura foi centrifugada por 5 minutos a 10000 g., o sobrenadante foi transferido 
para outro microtubo e foi  adicionado 150µl de solução clorofórmio:álcool isoamílico 
(24:1). Após centrifugação por 5min a 10000g, o DNA plasmidial foi precipitado com 
etanol absoluto (3 volumes) e lavado com 1mL de etanol 70%. Após centrifugação 
por 25 minutos a 10000g, o DNA foi seco à vácuo e ressuspenso em 30 µL de água 
ultrapura. 10% do volume da amostra foi analisado em eletroforese em gel de 
agarose 1%. 
 
4.7.3 Eletroforese em gel de agarose 
 
  As amostras foram misturadas com tampão de corrida de amostra FSUDS 
(Tris-HCl 65mmol/L pH 8,0, EDTA 1,75mmol/L, Ficoll ® 10%, SDS 1%, azul de 
bromofenol 0,025%) numa proporção de 5:1 e aplicadas diretamente no sistema 
contendo o gel de agarose (preparada com o mesmo tampão utilizado na corrida) 
em concentração adequada conforme o tamanho do DNA (foi utilizado 0,8% e 1%) e 
o tampão de corrida, o tampão tris-Acetato EDTA. A voltagem e o tempo de corrida 
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variaram conforme a amostra. Após a eletroforese, o DNA presente nos géis foi 
visualizado, após tratamento com solução de brometo de etídio (0,5 g/mL), sob luz 
ultravioleta 320 nm utilizando o sistema UVP (BioImagin Systems). 
 
4.7.4 Restrição do DNA 
 
 A restrição do DNA foi realizada conforme os protocolos dos fabricantes das 
enzimas de restrição (FERMENTAS ou INVITROGEN). Sistemas de reação de 50µL 
foram utilizados na obtenção dos fragmentos. A clivagem foi verificada por 
eletroforese em gel de agarose. 
 
4.7.5  Ligação de fragmentos de DNA  
 
 O vetor linearizado e o fragmento de DNA de interesse, devidamente clivado 
com as enzimas de restrição adequadas, foram quantificados através de 
densitometria em sistema UVP (BioImagin Systems) após eletroforese, usando o 
padrão de peso molecular 1Kb Ladder (FERMENTAS) como referência. O sistema 
de reação de ligação continha vetor linearizado e DNA inserto em uma razão molar 
de aproximadamente 1:5mol; T4 DNA ligase; e tampão de ligação, perfazendo o 
volume final de 10 µL. A reação foi incubada a 16ºC durante a noite. O produto da 
reação foi eletrotransformado em E. coli Top 10. 
 
4.7.6 Amplificaçâo do DNA  
 
  O sistema de reação de PCR continha: 0,5 pmol de primers; 10ng de 
DNA molde; 0,2mM dNTPs, 1,5mM MgCl2 e 1 unidade internacional de TaqDNA 
polimerase e tampão para a enzima.  
 




    
 Desnaturação inicial 96°C 60 segundos 
o Ciclos (30 a 35 ciclos): 
 Desnaturação 96°C por 60 segundos 
 Anelamento: 56°C por 45 segundos  
 Extensão: 72°C por 90 segundos 
o Etapa de finalização: 72°C por 7 minutos 
 3µL de produto de PCR foram aplicados em gel de agarose 1% para avaliar o 
perfil e concentração da amostra. 
 
4.7.7 Sequenciamento de DNA 
 
 1° etapa: reação de PCR, utilizando plasmídio (200ng) como DNA molde ou 
uma colônia bacteriana diretamente no sistema de PCR. Para a confirmação da 
espécie utiliza-se o par de primers Y1 e Y3 (para o gene 16S rDNA), para o vetor 
pGEM-T são utilizados os primers universais M13R e M13F (para o gene lacZ) e 
para o vetor pSUP202 foram utilizados o primer direto dos genes e o primer kan 
(para o gene de resistência a Km). Esse produto de PCR foi tratado com 1 unidade 
de exonuclease I e fosfatase alcalina e incubado por 45 minutos a 37°C. 
 2° etapa: 200ng desse DNA molde foi utilizado para a reação de terminação 
de cadeia (segundo o protocolo de GE healthcare science). A reação continha 3μL 
do tampão contendo mistura de dideoxinucleotideos, 0,5 pmol de primer e água ultra 
pura suficiente para completar 10µL. Os parâmetros da reação foram 1minuto a 
95°C e 35 ciclos de 1 minuto a 57°C e 3 minutos a 60°C. O produto de PCR foi 
precipitado, para isto foi utilizado 200mM de acetato de amônia e 2 volumes de 
etanol absoluto, essa solução foi incubada em banho de gelo por 30 minutos e é 
centrifugado a 10000g por 20 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o DNA foi 
lavado com 200µL de etanol 70% e centrifugado por 15 minutos a 10000g. O etanol 
foi desprezado e a amostra foi seca em temperatura ambiente com proteção contra 
a luz por 12 horas. 
 As amostras foram analisadas em um ABI PRISM 377 (Amersham-




    
4.8  TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA 
4.8.1 Transformação bacteriana utilizando células quimiocompetentes (CHUNG et 
al., 1989) 
 
 A bactéria TOP10 foi inoculada em meio LB e incubada a 37°C sob agitação 
até atingir uma DO600 em torno de 0,5, 1,5mL dessa cultura foi centrifugado por 1 
minuto a 10000g e o sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas 
em tampão TSS (meio LB contendo 10% (p/v) de PEG8000; 5%(v/v) de SDS; 50mM 
MgCl2), 5ng de DNA plamidial foram adicionados ao sistema e o mesmo foi incubado 
em banho de gelo por 30 minutos. O sistema foi incubado em banho maria a 42°C, 
por 45 segundos e imediatamente transferido para o banho de gelo por 1 minuto. 
400µL de meio LB foi adicionado ao sistema e as células foram recuperadas por 1 
hora a 37°C. A suspensão foi plaqueada em meio LA contendo antibióticos de 
seleção e incubar até o aparecimento de colônias. 
 As colônias crescidas foram selecionadas e utilizadas para preparar DNA 
plasmidial para confirmação. 
 
4.8.2 Transformação bacteriana utilizando células eletrocompetentes (DOWER et 
al., 1990) 
 
 Em 10mL de NFb-Malato contendo 10mM de mistura de fosfatos, foi 
inoculado 1% de cultura saturada e incubado a 30°C/120rpm até que a DO600 atinja 
1,0. A cultura foi centrifugada sob refrigeração (4°C) por 30 minutos a 4000g, o 
sobrenadante foi desprezado e as células lavadas com 1 volume de água ultrapura 
estéril gelada, essa etapa de lavagem foi repetida 3 vezes. Após a lavagem com 
água, as células foram lavadas com 1 volume de glicerol 10% e centrifugadas 
novamente, o sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas no 
glicerol adsorvido no frasco e divididas em alíquotas de 400µL. Para a eletroporação 
5ng de DNA plasmidial foram misturados com uma alíquota e eletroporado em um 
Cell Porator (life technologies) com as seguintes especificações:( 4 KΩ, 330 µF  para 
E. coli e 2,8KΩ, 330µF para H. rubrisubalbicans). Após eletroporação 1mL de meio 
NFb-Malato foi adicionado e as células recuperadas por 3 horas. Após esse período 
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as células foram plaqueadas em meio NFb-Malato solido contendo antibióticos de 
seleção e incubadas até o aparecimento de colônias. 
 As colônias selecionadas (mutantes) foram confirmadas via sequenciamento 
direto de colônias e reconfirmadas pelo fenótipo do perfil do LPS em SDS-PAGE. 
 
4.9 MÉTODOS DE EXTRAÇÕES DO LPS 
4.9.1 Extração rápida de LPS para verificação de fenótipo por SDS-PAGE 
 
 A extração do LPS total para análise eletroforética foi realizada segundo 
BROUGHTON e colaboradores (2006), com algumas modificações. As células 
bacterianas foram obtidas pela centrifugação de 2mL de culturas das estirpes de H. 
seropedicae e H. rubrisubalbicans (DO600 = 1.5), foram lisadas em 80 l de tampão 
de lise [1M Tris pH6,8; 4% -mercaptoetanol; 10% glicerol; 0,005% bromofenol azul] 
à 100ºC por 10 min. A amostra foi resfriada à temperatura ambiente e em seguida foi 
adicionado ao sistema 2% de SDS (m/v) e 0.08 mg.mL-1 de proteinase K, 
misturados e incubados à 60ºC por 16 horas. Após incubação, 2 volumes de tampão 
de amostra [120mM Tris pH6,8; 3% SDS; 9% -mercaptoetanol; 30% glicerol; 0,03% 
bromofenol azul] foram adicionados, e 5l da mistura final foram aplicados em um 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 16% m/v), submetido a um campo elétrico de 100 
V por 2 h e 30 minutos. 
 Esse gel foi revelado pela técnica do periodato de prata (TSAI & FRISCH, 
1982). 
 
4.9.2 Extração de LPS utilizando o método proposto por MAROLDA et al., 2006. 
  
  A cultura saturada foi centrifugada, a massa celular foi ressuspensa em 
tampão de lise (SDS 2% e beta mercaptoetanol 4% em tris-HCL 0,5M pH 6,8) e 
fervida por 10 minutos. Quando a amostra esfriou até à temperatura ambiente, 
100microgramas/mL de DNase I foram adicionados e a amostra foi incubada por 30 
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minutos a 37°C. Após esse período 80µL de proteinase K (20mg/mL) foram 
adicionados e a amostra incubada por 1 hora a 60°C.  
 A extração foi feita com 5 mL de fenol 90% pré-aquecido a 70°C, a amostra 
foi incubada a 70°C e agitada em vortex a cada 5 minutos por 3 vezes. A amostra foi 
então mantida por 10 minutos em banho de gelo e em seguida centrifugada por 10 
minutos a 10000g. 
 As fases foram cuidadosamente separadas e a fase aquosa foram 
adicionados 10 volumes de etanol saturado com tris-EDTA a fase aquosa e 
centrifugado por 1 minuto a 10000g. O sobrenadante foi descartado e a amostra 
mantida a -20°C. 
 
4.9.3 Extração alternativa para LPS insolúvel na fase aquosa. 
 
 Embora o método mais empregado para a extração de LPS envolva extração 
a quente com fenol, em alguns casos o LPS está intimamente ligado a proteínas, 
mantendo-o preso á fase orgânica, nesses casos pode ser empregada o método de 
MORRISON & LEIVE, utilizando butanol como fase orgânica da extração.  
 A massa celular resultante da centrifugação foi ressuspensa em solução 
salina 0,9% e re-homogeneizada com auxilio de uma barra magnética, um volume 
igual de butanol saturado em água foi adicionado ao sistema, a partir dessa etapa 
todo o procedimento foi realizado a 4°C. A amostra foi homogeneizada por 30 
minutos e então foi centrifugada por 30 minutos a 30000g, A fase aquosa foi 
separada e a fase orgânica re-extraida 2 vezes com 1 volume de salina, centrifugada 
e aliquotada. 
 20µg/mL de pronase foram adicionados a essa alíquota, a qual foi incubada 
durante a noite a 37°C. Essa amostra foi centrifugada por 30 minutos a 30000g e o 
sobrenadante límpido foi aliquotado, essas amostras contem o LPS e pode ser 




    
4.10 ENSAIOS IN PLANTA 
4.10.1 Desinfecção das sementes de milho e sorgo 
 
 A desinfecção das sementes de milho foi feita com etanol 70% por 5 minutos, 
o etanol foi descartado e uma solução de hipoclorito de sódio 12% contendo 0,5% 
de polissorbitano 20 foi adicionada por mais 15 minutos. As sementes foram lavadas 
com água ultrapura 3 vezes e preparadas para o plantio hidropônico. 
 Para as sementes de sorgo, foi utilizado o protocolo acima, porem sem a 
desinfecção por etanol 70%, visto que as sementes desidratam facilmente. 
 
4.10.2 Plantio de milho e sorgo 
 
 O plantio foi feito em placas de Petri contendo ágar-água (0,8% de agar (p/v) 
em agua ultrapura). As sementes desinfetadas foram transferidas para a placa de 
Petri e incubadas por até 3 dias (suficiente para que a plântula obtenha 1 centímetro 
de comprimento). Para o sorgo, o plantio em ágar-água foi substituído pelo plantio 
em vermiculita estéril. 
 
4.10.3 Inoculação das plântulas de milho e sorgo 
 
 As plântulas foram retiradas da placa de petri e submersas em uma 
suspensão de células (105 células.mL-1) e incubadas por 30 minutos sob agitação 
(30°C a 120RPM). Após esse período, são lavadas com solução NaCl 0,9% estéril 3 
vezes e colocadas para crescer em tubos de ensaio de 60mL de volume contendo 
25mL de plant-medium (HOAGLAND & ARNON, 1950) estéril, onde apenas a raiz da 




    
 
 
FIGURA 4: ESQUEMA DE PLANTIO HIDROPÕNICO E INÓCULO EM TUBO DE ENSAIO.  
4.10.4 Ensaios de adesão, colonização epifítica e endofítica de plântulas de milho 
 
 Para os ensaios de adesão e colonização epifítica a raiz principal foi 
seccionada e pesada de modo asséptico, utilizando um microtubo estéril. 1mL de 
salina estéril foi adicionado ao sistema e esse foi colocado sob agitação extrema 
(vortex) por 1 minuto. O sobrenadante foi diluído (diluições seriadas) e plaqueado 
pela técnica da microgota ou pourplate. 
 Para o ensaio de colonização endofítica, a raiz resultante do ensaio de 
colonização epifítica teve sua superfície esterilizada através de 1mL de etanol 70% 
por 1 minuto, o etanol foi desprezado e a raiz foi ressuspensa em salina estéril por 1 
minuto. A raiz foi macerada em um graal e com o macerado foi feita diluição seriada, 
que foi plaqueada utilizando a técnica da microgota ou pourplate (Figura 5). 
 




    
 
FIGURA 5: ESQUEMA DOS ENSAIOS DE ADESÃO, COLONIZAÇÕES EPIFÍTICA E ENDOFÍTICA. 
 
4.10.5 Ensaio de competição epifítica 
 
 Os ensaios de competição epifítica de raízes de milho foram realizados 
utilizando diferentes estirpes, em proporção 1:1 ou 1:9 (selvagem:mutante), 
mantendo o total de 105 células.ml-1 de inoculo.  
 Foi realizado experimento de competição com LPS purificado (item 4.9.2.), 
onde a raiz da plântula é tratada com 10µg.mL-1 de LPS purificado por 30 minutos 
antes da etapa de inóculo. 
 O restante dos experimentos segue como descrito no item 4.10.4. 
 




    
Para avaliar se as proteínas de membrana externa são importantes para a 
ligação das bactérias a raiz, as células de H. rubrisubalbicans foram tratadas com 
uma concentração de 8µg.mL-1 proteinase-K a 30°C por 20 minutos, e 105 células 
tratadas foram inoculadas por plântula de milho. O tratamento com proteinase-K não 
afetou a sobrevivência de H. rubrisubalbicans. Para avaliar se proteínas de 
superfície radicular são necessárias para a adesão bacteriana, as raízes de milho 
foram tratadas com 5 μg.mL- 1 de proteinase-K por 20 minutos a 30°C e então 
inoculadas com 105 células de H. rubrisubalbicans. 
 Como controle foi feita uma reação com ambas a raiz e a cultura sem 
tratamento enzimático. O experimento segue como descrito para o ensaio de 
adesão. 
 
4.10.7  Determinação da capacidade das estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans 
em causar a doença da estria vermelha em cultivar susceptível de Sorghum 
bicolor 
 
 As estirpes de H. rubrisubalbicans foram inoculadas de duas maneiras: 500µL 
de uma suspensão celular contendo 105 células.mL-1 por perfuração do colmo da 
planta; 1mL de uma suspensão celular contendo 107 células.mL-1 diretamente sobre 
a raiz da planta. A forma de inoculação com perfuração do colmo da planta pode 
gerar estresse, para avaliar se os sinais da doença não foram gerados pelo 
estresse, foi empregado um método menos invasivo e mais próximo do que seria 
observado na natureza. 
 O desenvolvimento da doença foi avaliado através do aparecimento de 
manchas vermelhas nas folhas até 20 dias após o inoculo. 
 
4.11 ENSAIO DE AVALIAÇÃO DE BIOFILME ATRAVÉS DA FIBRA DE VIDRO 
  
 O ensaio se baseia na ligação da biomassa à lã de vidro e a capacidade de 
quantificação pela coloração com violeta genciana. 
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 50mg de fibra de vidro estéril foram adicionados a 10mL de cultura cultivadas 
em meio NfbHPN ou somente em 10mL de meio NfbHPN (controle negativo). As 
amostras foram incubadas por 16 horas a 30°C e 120rpm. 
 O sobrenadante foi desprezado e a fibra de vidro foi lavada 3 vezes com 
salina estéril. 1mL de solução de violeta genciana 1% (p/v) foram adicionados e 
após 5 minutos o sobrenadante foi desprezado. A fibra de vidro foi lavada com salina 
até que não desprendesse resíduos da coloração. 1mL de etanol absoluto foi 
adicionado, o que causou a remoção do corante, e essa solução teve a sua 
absorbância determinada a 550nm. 
Os resultados correspondem a DO550 das amostras subtraída da DO550 do 
controle negativo. Os resultados reportados representam a média de pelo menos três 
experimentos independentes, cada um com amostras em duplicata. 
  
4.12 RESISTÊNCIA A ESTRESSE QUIMICO 
4.12.1 Curva de crescimento das estirpes de H. rubrisubalbicans na presença de 
SDS e Acido salicílico. 
 
A partir de uma cultura de H. rubrisubalbicans em meio NFBHPN com D.O600 
inicial 0,050 foram retiradas aliquotas em intervalos de 1 hora e sua D.O600 
determinada em um espectrofotômetro Pharmacia, de caminho ótico de 1cm. 













    
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 OBTENÇÂO DAS ESTIRPES MUTANTES DE H. rubrisubalbicans POR 
RECOMBINAÇÃO HOMOLOGA 
  
  Os genes waaL e wecB foram amplificados via PCR utilizando DNA 
genômico de H. rubrisubalbicans M1  e ligados diretamente no vetor pGEM-T 
(PROMEGA). O vetor pGEM-T contendo o gene de interesse foi submetidos a  
enzimas de restrição, truncando o gene de interesse (waaL cortado com pstI e wecB 
com bglII) aproximadamente na metade.  A esse plasmídio linearizado foi adicionado 
um gene de resistência a canamicina, proveniente do vetor pUC4k digerido com 
BamHI. Os produtos de restrição foram ligados. A ligação foi validada via restrição 
utilizando as mesmas enzimas usadas no processo de clonagem dos genes e os 
fragmentos liberados foram avaliados via eletroforese em gel de agarose. 
  A proxima etapa do processo de clonagem foi transferir o gene interrompido 
com o cassete de resistencia a canamicina para o vetor suicida pSUP202, que será 
transformado em H. rubrisubalbicans gerando os mutantes dos genes rmlB, waaL e 
wecB.  Os vetores contendo o gene truncado e o vetor pSUP202 vazio foram 
cortados com as enzimas EcoRV e SalI e o produto das restrições foi ligado. 
Novamente, o produto de ligação foi validado realizando a restrição reversa e 
avaliando o tamanho dos fragmentos gerados em eletroforese em gel de agarose. 
 O plasmidio pSUPgeneKm foi então transformado via eletroporação em H. 
rubrisubalbicans, as possíveis mutantes foram selecionadas por resistência a 
antibióticos (canamicina e cloranfenicol). A confirmação foi feita em 3 etapas: PCR 
utilizando primer fw do gene e o primer Rv do gene de resistência a canamicina 
(gera fragmento maior que 1kb), sequenciamento desse produto de PCR e avaliação 
via algoritmos de alinhamento e avaliação fenotípica dos mutantes. A figura a seguir 
esquematiza o processo de obtenção dos mutantes:  
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FIGURA 6: ESQUEMA DE CLONAGEM. 1° etapa é referente a inserção do gene de interesse no 
vetor ta pgem-t e sua transformação em e.coli top10. na 2° etapa, o gene de resistencia a canamicina 
de um plasmídio puc4k foi retirado por restrição com enzima smai e o o vetor pgem-t contendo o gene 
foi digerido por restrição, truncando o gene de interesse na metade. o gene de resistencia a 
canamicina foi ligado ao vetor pgem-t interrompendo o gene de interesse. o vetor contendo o gene 
truncado foi digerido por restrição e o gene truncado com o gene de resistencia a canamicina foi 
transferido para o sitio de resistencia a tetraciclina do vetor suicida psup202. a terceira etapa é 
referente a transformação do vetor psup202genekm em h.rubrisubalbicans por eletroporação e a 
seleção dos possiveis mutantes por resistencia a antibioticos. 
 
 A figura a seguir representa a confirmação parcial do plasmídio que será 
inserido em H. rubrisubalbicans, mostra a restrição do vetor pSUP202 contendo o 




    
 
FIGURA 7: RESTRIÇÃO DO VETOR PSUP202. A figrura mostra a restrição do plasmídio 
pSUPgeneKm feito com as enzimas EcoRV e salI. A visualização é feita em gel de agarose 1%, a 
eletroforese foi feita em tampão tae1x a uma diferença de potencial de 80V. A 1° banda a esquerda 
mostra o padrão 1kb ladder (fermentas) e as bandas subsequentes mostram a restrição dos 
plasmídios. O gel foi revelado em brometo de etídio por 15 minutos e visualizado em transiluminador. 
      
    
 Após confirmação por restrição, os plasmídeos foram reconfirmados por 
sequenciamento utilizando os iniciadores universais m13 foward e m13 reverse 
(vetor pGEMT) ou pTETfw e pTETrev (específicos para o sitio de resistência a 
tetraciclina do vetor pSUP202). Os resultados dos sequenciamentos foram 
analisados através da ferramenta MEGABLAST do NCBI. 
 Os plasmídeos foram transformados em H.rubrisubalbicans estirpe M1, as 
estirpes mutantes foram geradas por recombinação. As colonias selecionadas pela 
pressão de seleção exercida pelos antibióticos  foram triádas via PCR, fragmentos 
maiores de 1kb representam o gene de resistencia a canamicina mais uma parte 




    
 
FIGURA 8: CONFIRMAÇÃO DOS MUTANTES DE H. RUBRISUBALBICANS. Eletroforese em gel de 
agarose 1% utilizando 1kb ladder (FERMENTAS), Mostra uma corrida contendo produto de PCR dos 
mutantes de H. rubrisubalbicans. Foram utilizados um primer fw para o gene de interesse e um primer 
rev para o gene de resistência a canamicina, a presença do produto de PCR com bandas de peso 
molecular maiores de 1kb são indicativo de mutante, as bandas de 1kb foram utilizadas como 
controle da reação de PCR e descartar presença de contaminantes. 
. 
 A estirpe mutante rmlB foi obtida pela aluna Francine Myszinski. 
 
5.2  MUTAÇÕES NOS GENES rmlB, waaL e wecB ALTERAM A MOLECULA DE 
LPS DE H. rubrisubalbicans.   
 
           Para verificar se as estirpes mutantes possuíam alguma alteração no perfil do 
LPS, essa estrutura foi extraída e avaliada em SDS-PAGE 16% corada com prata 
segundo a técnica descrita por TSAI & FRISCH. A extração foi conduzida de duas 
maneiras: a simplificada (FIGURA 9) descrita no item 4.9.1 e a extração orgânica 
(FIGURAS 10 e 11) descrita no item 4.9.2. 
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FIGURA 9: PERFIL DE LPS DOS MUTANTES DOS GENES rmlB, wecB e waaL de H. 
rubrisubalbicans. SDS-PAGE 16% - tampão TRIS-glicina, corrida de 210 minutos a 100 Volts. O gel 
foi corado com periodato de prata (TSAI & FRISCH, 1982). A estirpe SMR1 de H. seropedicae foi 
utilizada como controle.  As amostras avaliadas foram aplicadas em duas concentrações com a 
premissa de observar todas as bandas possíveis. As bandas de baixo peso molecular representam o 
O-antigeno do LPS, as bandas intermediarias representam o centro de ligação com a parte lipídica e 
as bandas de altíssimo peso molecular podem indicar a presença de polissacarídeo capsular. 
 
 
 O perfil de LPS das estirpes mutantes e selvagem de H.rubrisubalbicans M1 
foram comparados (FIGURA 9). Pode ser observado a presença de 3 bandas 
características nas colunas referentes ao H. rubrisubalbicans e seus mutantes: uma 
banda de altíssimo peso molecular, bandas de alto peso molecular e peso molecular 
intermediário (serão descritas mais detalhadamente nas FIGURAS 10 e 11) e 
bandas de baixo peso molecular. O perfil de LPS da estirpe M1 apresenta uma 
banda 2 que esta ausente no perfil das estirpes mutantes. A banda 1 (de altíssimo 
peso molecular) pode ser observada na estirpe selvagem M1 e na estirpe mutante 
waaL-, porém esta ausente ou em menor quantidade nas outras estirpes; a banda 3 
(peso molecular intermediário) esta ausente apenas na estirpe wecB, porém esta 
aumentada na estirpe rmlB. As bandas de baixo peso molecular das estirpes waaL e 
wecB estão diferentes das bandas das estirpes selvagem e rmlB. Balsanelli e 
colaboradores, 2010 e 2012 também mostraram que mutações nos genes rmlB e 
waaL alteram a estrutura do LPS de H. seropedicae, dessa forma a estirpe selvagem 
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SmR1 foi utilizado como controle nos SDS-PAGE e permitiu-nos associar as bandas 
às estruturas do LPS. 
 Devido a falta de resolução na FIGURA 9, a extração orgânica foi empregada 
para avaliar o perfil de bandas da estirpe selvagem de H. rubrisubalbicans com mais 
precisão (FIGURA 10). 
 
FIGURA 10: PERFIL DE LPS DA ESTIRPE SELVAGEM DE M1 EM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES. SDS-PAGE 16%, corrida feita em tampão tris-glicina a 100 volts por 210 
minutos, coloração de TSAI & FRISCH. As diferentes concentrações utilizadas na corrida Foram 
empregadas para demonstrar bandas abaixo da sensibilidade do método, mostrando a caracteristica 
altamente truncada do LPS de H. rubrisubalbicans, característica que dificulta a demonstração de 
diferentes lipopolissacarideos. a coluna com LPS de H. seropedicae SmR1 foi utilizado como 
controle, visto a caracterização prévia realizada por Balsanelli e colaboradores. 
 
 
 Pode ser observado o padrão extremamente diversificado, ou truncado, das 
bandas de H. rubrisubalbicans em relação ao H. seropedicae. Quando comparadas 
as FIGURAS 9 e 10, podemos correlacionar as bandas de alto peso molecular e as 
bandas de peso molecular intermediário formando um contínuo, representando a 
porção O-antígeno. A porção ECA apresenta peso molecular discretamente inferior 
ao do O-antígeno, ainda representada nas bandas de peso molecular intermediário. 
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As de baixo peso molecular, em comum entre H. rubrisubalbicans e o controle, 
representam o lipídio A.  
 A FIGURA 11 mostra a diferença entre a estirpe selvagem de H. 
rubrisubalbicans M1 e as estirpes mutantes, com alta resolução de bandas. 
 
FIGURA 11: PERFIL DE LPS DE H. RUBRISUBALBICANS E SEUS MUTANTES E 
CONTROLE PURIFICADOS POR EXTRAÇÃO ORGANICA EM FENOL OU BUTANOL 
(SMR1). SDS-PAGE 16%, a 100 volts por 210 minutos, corado pela coloração de TSAI & 
FRISCH. A figura mostra as diferenças entre o LPS da estirpe selvagem e o LPS de seus 
mutantes. A deficiência no metabolismo da ramnose presente na estirpe rmlB- alterou a 
porção O-antígeno, tornando-a uma molécula menos diversificada. O LPS da estirpe waaL- 
apresentou apenas resíduos da porção O-antígeno e a estirpe wecB- apresentou um 
fenótipo diferenciado, como esperado, uma vez que o metabolismo geral da formação de 
carboidratos está comprometido. O LPS da estirpe SMR1 foi utilizado como controle. 
 
 Podemos observar claramente o padrão extremamente truncado presente na 
estirpe selvagem M1 de H. rubrisubalbicans. O mutante rmlB- contem as bandas 
representantes da porção O-antígeno, porem a deficiência no metabolismo de 
ramnose diminuiu severamente a variabilidade dessa porção, característica capaz 
de diminuir o potencial de adesão desse mutante à diversas superfícies. Os 
mutantes waaL- e wecB- não contam com a porção O-antígeno, contudo, o mutante 
wecB- teve acumulo nas bandas referentes ao ECA.  
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 Quando comparadas as estruturas do LPS de H. seropedicae e H. 
rubrisubalbicans, podemos observar um padrão de bandas muito mais complexo e 
diversificado em H. rubrisubalbicans, podendo indicar umas das razões das quais H. 
rubrisubalbicans é superior competitivamente em relação ao H. seropedicae.  
 
5.3 AS MUTAÇÕES NOS GENES rmlB, waaL e wecB NÃO CAUSAM UMA 
DIMINUIÇÃO NO CRESCIMENTO DAS ESTIRPES MUTANTES EM 
RELAÇÃO A ESTIRPE SELVAGEM.   
 
 A curva de crescimento foi realizada para avaliar se alterações na estrutura 
do LPS levariam a possíveis alterações no crescimento dos mutantes, considerando 
o grande volume celular que a molécula representa e seu papel na interação com o 
ambiente ao seu redor. A FIGURA 12 mostra que a mutação nos genes rmlB, waaL 
e wecB não causou a diminuição da taxa de crescimento das estirpes mutantes.  
 
   
 
FIGURA 12: CURVA DE CRESCIMENTO CONTROLE COM A ESTIRPE SELVAGEM DE H. 
rubrisubalbicans E SEUS MUTANTES. O tempo de geração foi 0,26 (M1), 0,35 (rmlB), 0,27 (waaL), e 
0,31 (wecB) Por hora e a taxa de crescimento representa a derivada da fase de crescimento linear 
das culturas. Experimento conduzido em 3 triplicatas em 3 dias diferentes. A estirpe selvagem teve 



























Curva de crescimento controle  




Taxas de crescimento: 
M1 -> 0,18 
rmlB- -> 0,24 
waaL- -> 0,19 
wecB- -> 0,21 
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 Em H. seropedicae a mutação no gene rmlB causou uma diminuição da taxa 
de crescimento da estirpe mutante (BALSANELLI et al., 2010). O gene rmlB codifica 
para a 2° enzima da via de biossíntese da ramnose, a proteína rmlB (dTDP-D-
glicose 4,6-dehidratase) envolvida na biossíntese de dTDP-Ramnose. Modificações 
nessa via metabólica diminuem a taxa de crescimento de H. seropedicae, efeito 
esse que não é observado em H. rubrisubalbicans, indicando que o papel da 
ramnose pode ser diferente nesses 2 organismos. A mutação no gene waaL de H. 
seropedicae também não alterou a taxa de crescimento dessa bactéria, assim como 
foi observado para H. rubrisubalbicans, sugerindo que modificações na síntese da 
molécula de LPS não prejudicam o crescimento da bactéria.  
 
5.4 MUTAÇÕES NOS GENES waaL e wecB DIMINUEM A RESISTÊNCIA DE H. 
rubrisubalbicans a SDS. 
  
 As estirpes rmlB, waaL e wecB foram testadas quanto a sensibilidade ao 
SDS. O SDS é um composto desnaturante comumente utilizado no estudo da 
molécula de LPS. A estrutura completa do LPS, contendo o O-antígeno selvagem, 
conta com um volume celular suficiente para agir como anteparo ao contato com a 
substância, de modo que a ação surfactante do SDS não possa atingir a bicamada 
lipídica. A composição do O-antígeno conta com extrema variabilidade nas 
diferentes espécies bacterianas, essa variabilidade pode alterar as características 
físico-químicas e consequentemente a forma com que a o microrganismo interage 
com o microambiente ao seu redor.  A FIGURA 13 mostra que as estirpes que 
contem o O-antígeno (H. seropedicae SmR1 e H. rubrisubalbicans M1 e rmlB-), 
mesmo quando alterado, foram capazes de resistir ao aparecimento abrupto do 
SDS. As estirpes com ausencia ou deficiência na na porção O-antígeno mostram 
sensibilidade em relação ao SDS. Aa taxa de sobrevivência das estirpes waaL (15 e 
12%) e wecB (13 e 12%) nas concentrações de 0,02% e 0,04%, é menor quando 
comparadas com a taxa da estirpe selvagem (37 e 31%).  
Sensibilidade aumentado frente a estresse químico devido a alterações na 
molécula de LPS  já foi observado em outros microrganismos (CAMPBELL et al., 
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2002; JOFRÉ et al., 2004). A mutação nos genes rmlB de H. seropedicae e A. 
brasilense também aumentou a sensibilidade dessas bactérias ao SDS 
(BALSANELLI et al., 2010; JOFRE et al., 2004)  
 
 
FIGURA 13: CURVA DE SOBREVIVÊNCIA DE H. rubrisubalbicans M1 E SEUS MUTANTES NA 
PRESENÇA DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE DODECIL SULFATO DE SÓDIO. As estirpes 




) e plaqueadas em diferentes concentrações de 
SDS (0,01%, 0,02%, 0,04%, 0,08%, 0,1%, 0,5% e 1%) através da técnica da microgota, visando 
observar o numero de células viáveis sob essas condições. As concentrações maiores que 0,2% 
foram omitidas devido ao baixo crescimento. Experimento feito em quintuplicata em 3 dias diferentes. 
O ligeiro crescimento observado entre as concentrações de 0,01 e 0,02% é possivelmente resultante 
do método de contagem, Pode-se observar a sensibilidade aumentada para as estirpes waaL- e 
wecB-, mostrando que apenas a ausência do O-antígeno ou da produção de biofilme levou a 
susceptibilidade a natureza desnaturante do SDS. 
 
 
5.5 MUTAÇÕES NOS GENES rmlB, waaL e wecB DIMINUEM A RESISTÊNCIA 
DE H. rubrisubalbicans AO ÁCIDO SALICILICO. 
  
 O acido salicílico é um importante metabolito secundário encontrado em 














































    
levar a um aumento da produção do AS de uma concentração basal menor do que o 
equivalente a menos de 1µg.mL-1 até  concentrações maiores de 200µg.mL-
1(RASKIN et al., 1989). As concentrações testadas nesse experimento foram 
empregadas levando os níveis in planta. 
 A FIGURA 14 mostra que a taxa de sobrevivência das estirpes mutantes 
waaL e rmlB é menor que a da estirpe selvagem, sendo mais acentuada na 
concentração de 50 microgramas de AS. A estirpe rmlB de H. seropedicae também 
foi mais sensível ao AS (BALSANELLI et al., 2010). Esses resultados indicam que 
mudanças estruturais na molécula de LPS alteram a sensibilidade de H. 
rubrisubalbicans ao SDS e ao AS.  
 
 
FIGURA 14: CURVA DE SOBREVIVÊNCIA DE H. rubrisubalbicans E SEUS MUTANTES EM 
FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE ACIDO SALICILICO.  Experimento feito em quituplicata em 3 
dias diferentes. H. seropedicae como controle do experimento, considerando os resultados prévios de 
Balsanelli e colaboradores. Pode-se observar a sensibilidade nas estirpes rmlB- e weeL-, mostrando 
que o O-antígeno é o responsável por impermeabilizar a célula para substancias que este padrão de 
polaridade.Nesse caso, outros carboidratos parecem não estar envolvidos na susceptibilidade, uma 
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 As alterações físico-químicas decorrentes da ausência da ramnose levaram à 
permeabilidade aumentada, observado até mesmo em baixas concentrações do AS. 
O AS é uma substancia polar que contendo um anel aromático, alterações na 
estrutura da porção O-antígeno, presente nos mutantes rmlB- e waaL- 
respectivamente, tornam a molécula menos polar diminuindo a possibilidade de 
interação com o AS. O grande volume do LPS aliado a polaridade do O-antígeno, 
não permite que a molécula de AS tenha contato com a bicamada lipídica, como 
observado nas estirpes selvagens. Quanto ao resultado observado na estirpe wecB-, 
embora o metabolismo de carboidratos seja alterado, o mutante conta com o  
metabolismo de ramnose intacto e com a presença da O-antígeno ligase, embora o 
perfil de LPS seja extremamente alterado, não se pode excluir a possibilidade da 
presença de moléculas completas barrando a aproximação do AS.  
 As estirpes selvagens não apresentaram declínio aparente até 
aproximadamente 20µg.mL-1, acentuando em torno de 50µg.mL-1. As estirpes 
mutantes waaL e rmLB  mantiveram um declínio diretamente proporcional a 
concentração de AS. Vale frisar que todas as estirpes não foram capazes de se 
desenvolver a partir de 100µg.mL-1, dessa forma é possível afirmar que as espécies 
H. seropedicae e H. rubrisubalbicans não seriam capazes de se desenvolver e 
colonizar plantas com uma resposta muito elevada de AS como resposta ambiental. 
  
5.6 MUTAÇÕES NOS GENES rmlB, waaL e wecB não alteram a capacidade do H. 
rubrisubalbicans adesão as raízes de milho. 
 
A capacidade das estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans em colonizar 
epifiticamente e endofiticamente raízes de milho foi avaliada com o objetivo de 
determinar a função do LPS na interação com a planta. 
 Os resultados mostrados na FIGURA 15 indicam que as estirpes mutantes 
colonizam epifiticamente e endofiticamente as raízes de milho da mesma maneira 
que a estirpe selvagem. Esses resultados sugerem que alterações na molécula de 
LPS de H. rubrisubalbicans não afetam a capacidade desta bactéria de colonizar 
raízes de milho.  
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Os mutantes rmlB e waaL de H. seropedicae tiveram a sua capacidade de 
colonização de raízes de milho diminuída indicando que nessa bactéria a estrutura 
da molécula de LPS é importante para o processo de colonização (BALSANELLI et 
al., 2010 e 2013). Apesar de macroscopicamente essas duas bactérias 
apresentarem o mesmo padrão de colonização, podemos sugerir que algumas 
moléculas envolvidas nesse processo são diferentes.   
   
 
FIGURA 15: PERFIL DE ADESÃO, COLONIZAÇÃO EPIFÍTICA E COLONIZAÇÃO ENDOFÍTICA DE 
H. rubrisubalbicans e seus mutantes em milho (Zea mays variedade f3053). Temos o numero de 
unidades formadoras de colônias em função do tempo da inoculação (dias). O gráfico acima é 
dividido em três: a adesão (representa a capacidade de adesão da bactéria após 30 minutos da 
interação com a raiz, a colonização epifítica (feita nos dias 1, 4, 7 e 10) com a contagem de células 
viáveis aderidas a superfície radicular e a colonização endofítica (dias 1, 4, 7 e 10) com a contagem 
de células viáveis contidas dentro da raiz. Esse experimento foi realizado 8 vezes (5 triplicatas e 3 
quintuplicadas). Pode ser observado que não houve diferença significativa na adesão e colonização 
da plântula de milho nessa condição não-multifatorial, mostrando que o LPS de H. rubrisubalbicans 
não está relacionado com essa etapa especificamente. 
 
 
 O experimento mostrado na FIGURA 15 não leva em consideração a natureza 
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mostrado na FIGURA 11, a molécula de LPS de H. rubrisubalbicans conta com uma 
natureza extremamente truncada, indicando alta variabilidade da estrutura de LPS 
presente na superfície de uma única bactéria, isso aumenta exponencialmente a 
possibilidade de adesão a diferentes moléculas e estruturas pelo H. rubrisubalbicans 
além da possibilidade de moléculas de natureza proteica auxiliarem no processo de 
adesão. Para elucidar as questões levantadas por esse experimento, serão 
realizados experimentos de competição utilizando H. seropedicae, que já teve seu 
processo de adesão elucidado por Balsanelli e colaboradores e ensaios de 
competição entre as diversas estirpes de H. rubrisubalbicans, buscando por 
possíveis porções do LPS que possam auxiliar no processo de adesão e 
colonização.  
 
5.7 AS ESTIRPES waaL e wecB de H. rubrisubalbicans SÃO MENOS 
COMPETITIVAS QUE A ESTIRPE SELVAGEM M1 EM COLONIZAR 
EPIFITICAMENTE RAÍZES DE MILHO. 
 
Nas FIGURAS 16 e 17 temos os resultados referentes a competição em 
proporção 1:1 entre a estirpe selvagem M1 de H. rubrisubalbicans e seus mutantes 
para o dia 0 (ensaio de adesão) e dia 1 (colonização epifítica). Esse experimento 
nos permite avaliar se o LPS é importante na adesão, na colonização epifitica ou até 
mesmos se é um fator determinante na competitividade na rizosféra. A FIGURA 16 
mostra que o LPS não é essencial na adesão com a raiz, uma vez que a estirpe 
selvagem de H. rubrisubalbicans não deslocou competitivamente as estirpes 
mutantes, mantendo a proporção 1:1 do inoculo no dia 0. Por outro lado, a FIGURA 
17 mostra que as estirpes waaL- e wecB- foram deslocadas competitivamente pelas 
estirpe selvagen  de H. rubrisubalbicans na colonização epifítica. Já foi mostrado por 
Tuleski e colaboradores que H. seropedicae é deslocado por H. rubrisubalbicans, 
inclusive em proporções com excesso de H. seropedicae, por isso foi empregado 
como controle do experimento. A FIGURA 17 nos mostra que alteração na 
composição do O-antígeno não alterou a competitividade na colonização epifítica 
contra a estirpe selvagem (M1 contra rmlB-), porém a ausência da porção O-
antígeno alterou a capacidade de competição na estirpe waaL-, mostrando que a 
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presença do O-antígeno é um importante fator de competitividade em H. 
rubrisubalbicans, seja pela ausência completa (waaL-) ou  pela diminuição da 
molécula na superfície da célula (wecB-).  
 
 
FIGURA 16: PERFIL DE COMPETIÇÃO NA ADESÃO ENTRE H. rubrisubalbicans E SEUS 
MUTANTES. A figura acima mostra a proporção obtida nas contagens totais e diferenciais (contendo 
Km) para uma mistura na proporção 1:1. Esse experimento corresponde ao dia 0, Adesão após 30 
minutos do inóculo. Como controle do experimento foi empregado H. seropedicae RAM4, resistente a 
Km. Experimento realizado 3 em triplicata em repetido em 3 dias diferentes. H. seropedicae (RAM4), 
Em trabalhos de competição anteriores a este, já foi demonstrado que H. seropedicae é incapaz de 
competir com H. rubrisubalbicans, desse modo foi utilizado como controle do experimento. Pode ser 
observado que para o dia 0, não há diferença significativa na competição pela superfície radicular 
entre a estirpe selvagem e suas mutantes, indicando que o LPS não é o principal fator na 
competitividade superior do H. rubrisubalbicans na etapa de adesão. 
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FIGURA 17: PERFIL DE COMPETIÇÃO EPIFITICA ENTRE H. rubrisubalbicans E SEUS 
MUTANTES. A figura acima mostra a proporção obtida nas contagens totais e diferenciais (contendo 
Km) para uma mistura na proporção 1:1. Esse experimento corresponde ao dia 1, competição na 
colonização epifítica. Como controle do experimento foi empregado H. seropedicae RAM4, resistente 
a Km.  Experimento realizado em 3 triplicatas em 3 dias diferentes. Em detrimento da FIGURA 16, 
esse experimento mostra que embora o LPS não seja um fator determinante na adesão com a 
superfície radicular, as modificações presentes nas estirpes waaL- e wecB- permitiu que a estirpe 
selvagem se propagasse de maneira mais efetivamente durante a colonização epifítica, mostrando 
que o O-antígeno é um fator importante na colonização por H. rubrisubalbicans. 
 
  
A próxima etapa visa avaliar se existe alguma relação entre a adesão e 
colonização do H. rubrisubalbicans e H. seropedicae.    
Devido a menor capacidade de competição de H. seropedicae em relação a H. 
rubrisubalbicans, as FIGURAS 18 e 19 mostram as competições feitas entre H. 
seropedicae e os mutantes de H. rubrisubalbicans. Como esperado, a estirpe 
selvagem M1 H. rubrisubalbicans foi capaz de deslocar completamente a adesão de 



























Competição epifítica entre estirpe selvagem 





    
processo de adesão do que H. seropedicae, as estirpes com deficiência na porção 
O-antígeno (waaL- e wecB-) foram discretamente menos eficiêntes (FIGURA 18).   
   
 
 
FIGURA 18: PERFIL DE COMPETIÇÃO DURANTE O TESTE DE ADESÃO PARA H. 
RUBRISUBALBICANS E SEUS MUTANTES CONTRA H. SEROPEDICAE SmR1. Dia 0. A figura 
acima mostra a proporção obtida nas contagens totais e diferenciais (contendo Km) para uma mistura 
na proporção 1:1. Esse experimento corresponde ao dia 0, competição na adesão. Neste 
experimento, além da estirpe RAM4 utilizado para o controle contra H. rubrisubalbicans M1, H. 
seropedicae SmR1 foi utilizado na competição contra os mutantes de H, rubrisubalbicans. 
Experimento realizado em 3 triplicatas em 3 dias diferentes. No inoculo 1:1, quando a barra de 
contagem mostra 50%, não houve deslocamento competitivo. H. rubrisubalbicans desloca H. 
seropedicae competitivamente, porém, ao diferente do observado na FIGURA 16, as estirpes 




 Embora os resultados indiquem que o mecanismo de adesão de H. 
rubrisubalbicans e H. seropedicae não estejam relacionados (FUGURA 18 e 
reforçado na FIGURA 20),  H. seropedicae foi capaz de deslocar o mutante waaL- 
no processo de colonização epifítica (FIGURA 19), reforçando que a porção O-
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FIGURA 19: PERFIL DE COMPETIÇÃO EPIFITICA DE H. RUBRISUBALBICANS CONTRA H. 
SEROPEDICAE SmR1. Dia 1. Dia 0. A figura acima mostra a proporção obtida nas contagens totais e 
diferenciais (contendo Km) para uma mistura na proporção 1:1. Esse experimento corresponde ao dia 
1, competição na colonização epifitica. Neste experimento, além da estirpe RAM4 utilizado para o 
controle contra H. rubrisubalbicans M1, H. seropedicae SmR1 foi utilizado na competição contra os 
mutantes de H, rubrisubalbicans. Experimento realizado em 3 triplicatas em 3 dias diferentes. No 
inoculo 1:1, quando a barra de contagem mostra 50%, não houve deslocamento competitivo. 
Novamente, a estirpe waaL- não foi capaz de deslocar completamente H. seropedicae, mostrando 
que o O-antígeno do LPS pode ser um importante fator na colonização epifítica. 
 
  
 Para H. seropedicae, alterações da estrutura do LPS de H. seropedicae 
diminuem a sua competitividade de modo mais evidente (BALSANELLI et al., 2010) 
indicando novamente que a molécula de LPS de H. rubrisubalbicans não possui o 
mesmo papel que a de H. seropedicae em relação a adesão da raiz de milho. 
 Balsanelli e colaboradores (2013b) mostraram que a molécula de LPS de H. 
seropedicae se liga a lectinas de raiz de milho sendo um dos pontos de adesão 
entre a bactéria e a planta. Para excluir a possibilidade de competição entre H. 
rubrisubalbicans e H. seropedicae, foi feito em experimento de competição entre as 
estirpes de H. rurisubalbicans e LPS purificado de H. seropedicae em excesso. A 
FIGURA 20 nos mostra que a presença de altas quantidades de LPS purificado não 
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FIGURA 20: PERFIL DE COMPETIÇÃO DE H. rubrisubalbicans E SEUS MUTANTES CONTRA LPS 
PURIFICADO DE H. seropedicae. Foram feitas contagens de células viáveis num modelo de 
experimento de competição na adesão, no entanto, foram incubados 1µg.mL
-1
 de LPS purificado de 
H. seropedicae SmR1. O LPS de H. seropedicae se liga a lectinas da superfície radicular, tendo isso 
em vista, foi feito esse experimento para avaliar se a adesão de H. rubrisubalbicans seria alterada. a 
adesão não foi alterada, mostrando que o LPS de H. rubrisubalbicans pode se ligar à outros epítopos. 
 
 Os resultados da FIGURA 20  sugerem que o H. rubrisubalbicans não se liga 
nas mesmas lectinas de raiz de milho que o H. seropedicae.   
 
5.8 A PRODUÇÃO DE BIOFILME, EM MATRIZ INERTE, DO MUTANTE wecB É 
MENOR QUE A PRODUÇAÕ DE BIOFIOLME DA ESTIRPE SELVAGEM M1 
  
 Para avaliar se o LPS de H. rubrisubalbicans esta envolvido na formação de 
agregados celulares altamente organizados que são chamados de biofilme, as 
estirpes mutantes e selvagem foram cultivadas na presença de lã de vidro, usado 
como matriz inerte. A capacidade de formação de biofilme foi determinada por 
coloração das bactérias aderidas a lã de vidro. A FIGURA 21 mostra que somente a 































    
estirpes mutantes de H. rubrisubalbicans não apresentaram diminuição,  sugerindo 
que modificações na estrutura do LPS causadas pela falta de atividade da enzima 
WecB podem alterar a capacidade deste microrganismo em formar o biofilme.   
 
 
FIGURA 21: PRODUÇÃO RELATIVA DE BIOFILME. Observado através da técnica da aderência em 
lã de vidro. O eixo das ordenadas representa a absorbância em d.o 550 em relação a leitura do 
controle, no caso H. rubrisubalbicans M1. Experimento realizado em três triplicatas em 3 dias 
diferentes. A produção de biofilme se mostrou alterada na estirpe wecB-. Uma das hipóteses para a 
fitopatogênicidade de H. rubrisubalbicans é de que a produção de biofilme poderia interromper o 
aporte de nutrientes, bloqueando o fluxo de seiva, H. seropedicae não produz quantidades suficientes 
de biofilme para interromper o fluxo e seiva, dessa forma não gera doença. 
 
 
 O mutante wecB- apresentou diversos fenótipos onde foi menos capaz que as 
demais estirpes em competir ou suportar o aparecimento súbito de agente 
estressante, isso pode ser explicado pela ausência da enzima wecB, responsável 
pela conversão de N-acetilglicosamina a N-acetilmanosamina, levando a deficiência 
na produção de diversos glicocônjugados que deveriam ser exportados pela células, 
como por exemplo, o biofilme bacteriano e estruturas que dependam do ácido siálico 
para executar sua função (ALLARD et al., 2001). As alterações causadas pela 
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5.9 ENVOLVIMENTO DO LPS NA FORMAÇÃO DA ESTRIA VERMELHA EM 
ESTIRPES SUCEPTIVEIS DE SORGO 
  
 H. rubrisubalbicans é um fitopatógeno leve quando em associação a 
variedades susceptíveis de sorgo e cana de açúcar, podendo diminuir a vida útil e 
produtividade da planta devido a perda da área de fotossíntese (OLIVARES et al., 
1997). 
 As estirpes de H.rubrisubalbicans foram inoculadas em sorgo para avaliar o 
envolvimento da molécula de LPS no desenvolvimento da doença da estria vermelha 
em variedade suscetível de sorgo (FIGURA 22). 
 
 
FIGURA 22: FORMAÇÃO DA DOENÇA DA ESTRIA VERMELHA EM ESTIRPE SUCEPTIVEL DE 
SORGO (Sorghum bicolor). Foto representa lesão necrótica das folhas no dia 7 após inoculação de 
10
5
 células, através da perfuração do colmo da planta. Experimento feito em 3 replicatas por um 
período de 21 dias. O sinal da doença da estria vermelha pode surgir como uma mancha vermelha no 
centro da folha desenvolvendo a clorose no local e abaulamento da região, claramente demonstrado 
na estirpe m1 e wecB-, também pode se mostrar como o surgimento de furos com aparência 
necrosada, observados nas estirpes rmlB- e waaL-.As características mostradas acima podem ser um 




    
 É possível observar que todas as estirpes de H. rubrisubalbicans foram 
capazes de desenvolver a doença da estria vermelha em sorgo, porém com algumas 
diferenças sutis.  
 Em algumas bactérias patogênicas para vegetais, como Pseudomonas 
syringae pv. syringae, a deficiência na produção de EPS levou a alteração na 
apresentação da doença (QUINONES et al., 2005). Mesmo possuindo alterações na 
molécula de LPS todas as estirpes mutantes foram capazes de gerar sinais 
característicos da doença assim como a estirpe parental, esses resultados sugerem 





























    
6 CONCLUSÕES 
 
 Neste trabalho foi mostrado que a mutação nos genes rmlB, waaL e wecB 
alteram a biossíntese do LPS em H. rubrisubalbicans. A mutação nesses genes não 
é um fator essencial para a etapa de adesão com a raiz, porém se mostrou 
importante na colonização epifítica, principalmente nos mutantes waaL- e wecB-, 
que foram capazes de se aderir às raízes de milho na mesma proporção que a 
estirpe selvagem M1, no entanto foram deslocadas na colonização epifítica, 
característica marcante principalmente na ausência do O-antigeno (mutante waaL-), 
onde até mesmo H. seropedicae, uma bactéria pouco competitiva, passou a 
deslocar o mutante na colonização epifítica. Os experimentos de competição com H. 
seropedicae e com seu LPS purificado em excesso mostram que H. rubrisubalbicans 
não se liga a mesma lectina da raiz do milho que o H. seropedicae. Quanto ao 
estresse ambiental, a ausência do O-antígeno (mutante waaL-) e a diminuição na 
produção de biofilme (wecB-) levaram a susceptibilidade ao SDS, um agente 
desnaturante, e a modificação do O-antígeno (rmlB- e waaL-) levou a sensibilidade 
ao acido salicílico em concentrações endógenas da planta, um metabólito 
secundário aumentado em resposta predatória. Esses resultados mostram que a 
estrutura íntegra do LPS é importante para a competição interespecífica da rizosféra, 
permitindo uma colonização eficiente e também na resposta ambiental no 
aparecimento súbito de agentes químicos, como o SDS e o acido salicílico. O LPS 
parece não estar envolvido diretamente no caráter fitopatogênico do H. 
rubrisubalbicans, uma vez que os mutantes foram capazes de desenvolver a doença 
da estria vermelha em cultivar susceptível de sorgo, porém mutações no O-antígeno 
(rmlB- e waaL-) pode retardar a geração dos sinais da doença. 
 A próxima etapa deste projeto consta na caracterização química da molécula 
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ANEXOS 
 
Meio LB (Luria-Bertani): 
 
Dissolver 10g triptona, 5g extrato de levedura 10g de cloreto de sódio. Agua 
deionizada q.s.p 1000mL. Para a forma sólida, ou LA, adicionar 1% de agarose ao 
sistema antes de autoclavar. 
 
Meio Nfb-malato e suplementos de fosfato e fonte de nitrogênio: 
 
Para o meio Nfb-Malato:  
 
Substância concentração (g/L) 
Sulfato de magnésio 0.2 
Cloreto de sódio 0.1 
Cloreto de calcio 0.02 
Acido nitrilo acético 0.056 
sulfato ferroso 0.02 
biotina 0.0001 
molibdato de sódio 1 
sulfato de manganês 1.175 
acido bromidrico 1.4 
sulfato cuproso 0.04 
sulfato de zinco 0.12 
Malato de sódio 5 
 
 A agarose será 1,5% para o meio sólido e , 15% para o meio semi-sólido. 
 
 A suplentação de nitrogênio é feita adicionando até 20mM de cloreto de 
amônia ao meio de cultura no momento do cultivo. para o fosfato, No momento do 




    
 
ANEXO 3: Curvas em SDS 
 
 
 
 
 
